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RESUM
Els niecanismes que es posen en marxa quan els Iligands extracel • lulars interactuen amb els receptors de
la mcmhrana han estat darrerament objecte de recerca intensa . Un dels mes estudiats es el receptor per a
]'antigen de la cel.lula T (T cell receptor; TCR) per les implications en la diagnosi i en el tractament de
malalties del sistenrr immune i de cancers . El receptor es un complex multiproteic format per un minim de
sis cadenes polipeptidiques codificades per gens que han estat clonats recentment . L'activacio dels limfocits
T mitjan4ant el TCR dona Iloc a multiples modificacions cel-lulars amb la produccic , en darrer terme,
d'interleucina 2 i I'expressid de Ilur receptor. La combinacio de tecniques de fosforilaci6, de deteccio de
proteines G i de constructions de tipus mutant o quimeric han permes avencar en el coneixement dels
mecanismes de traduccio mitjanyant TCR . En aquest article es presenta 1'estat actual de la questio , que es pot
centrar en les interaccions de proteines quinases amb les cues citoplasmatiques dels components del TCR,
fundamentalment de les cadenes r3 i;. Es molt notable el fet que , mitjancant la tecnica del GTPoxi, s'ha pogut
identificar la cadena ^ com a proteina capac d' unir GTP . Existeixen indicis que aquesta capacitat d ' unir GTP
fa possible que un canvi conformational de ^ sigui el factor determinant del comencament de la cascada de
tostorilacions i interaccions proteina-proteina que to floc en els limfocits T activats.
t1ars ci sti: lunfocit, receptor de la cel-lula T, transduccio del senval, quinases, fosfata.ses, proteines G.
SUMMARY
'1' cell receptors (TCR) which recognize antigens on the surface of antigen-presenting cells are on the
surface of T lymphocytes in the form of TCR/CD3 complexes. The study of the signal transduction
mechanisms upon engagement of the TCR are important from the point of view of diagnosis and treatment
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of immune diseases and of cancer. The TCR/CD3 complex is it multimeric protein structure formed by the
products of, at least, six different genes. It contains the clonally derived heterodimeric antigen recognition
elements (TCR-a/(i or T('R-y/8), the invariant chains of the CD3 complex ('y, 8 and e) and the ^ chain, present
as a S-S linked homodimer. Engagement of TCR leads to activation of T cells with the ultimate production
of interleukin 2 and the expression of its receptor. The combination of the techniques of phosphorylation,
identification of G proteins and of construction of mutants and chimeric proteins have led to an important
improvement in the understanding of TCR-mediated signal transduction . In this report the interactions of
protein kinases with the cytoplasmic tails of the chains of the TCR/CD3 are summarized and the characteristics
of the proteins involved are briefly outlined. It is remarkable the fact that, by means of the use of the GTPoxi
technique, it has been possible to demonstrate that ^ itself is able to bind GTP. Data are presented that support
the hypothesis that upon T cell activation via TCR, a GTP-dependent conformational change leads this chain
to be more susceptible of phosphorylation. This would be the initiation of the activation cascade by promoting
further phosphorylations and protein-protein interactions.
Ktcvwnkus: lwnphovctes, T cell receptor (TCR), .signal transduc tion mechanisms , kinases, phosphatases, G
proteins.
Els mecanismes que es posen en rnarxa quan
els Iligands extracel•lulars interactuen amb cls
receptors de la membrana ham estat objecte d'una
recerca intensa. Hi ha hagut un progres conside-
rable per tal d'esbrinar com fan lit seva funcio els
factors de creixement mitjan4ant I'activitat
protema tirosina quinasa de Ilur receptors. El
receptor de la eel•lula T (T cell receptor, TCR) es
un sistema molt complex que actua mitjan4ant
protemes tirosina quinases que no formen part del
receptor i, que a mes, to nioltes peculiaritats
addicionals que fan que sigui Lin atractiu 1110011 de
recerca.
FUNCIO DEL RECEPTOR DE LA
CEL•LULA T
El receptordel IimfocitT (TCR) es un complex
multiproteic situat it lit membrana citoplasmatica
de lit cel•Iula T que to la funcio de reconeixer
antigens que es presenten en combinaci6 amb
molecules MHC it la superficie de les cellules
presentadores de ('antigen. L'antigen interactua
amb el TCR i Ies molecules de MHC interactua
amb molecules accessories de lit superficie del
limfocit com ara CD3 i CD4 o CD8. La interacci6
produeix I' activaci6 del limfocit T, que finalment
d6na corn a resultat la secreci6 d'interleucina 2
(IL-2) i l'expressi6 del receptor d'IL-2. El recep-
torestaconstituit pels elements de reconcixement
de ('antigen, seleccionats clonicament (hetero-
dimersTCR-aboTCR-gd), i un conjunt de cadenes
invariants. Aquestes cadenes invariants inclouen
els membres del complex CD3 (8, c i y) i la
subunitat ^ (Clevers et al., 1988. Exley et al.,
1991). La subunitat ^ existeix com un honwdimer
amb les dues subunitats de 16-17 kD unides per
un pont disulfur. Una estructura aproximada ba-
sada en estudis de sintesi i encaix de les diferent
cadenes proteiques es presenta it lafigura I . Totes
les cadenes tenen tres parts ben diferenciades:
una d'extracel•lular. una d'intramembrana i unit
altra intracellular. El conjunt de molecules
s' anomena c•omplex TCR/CD 3 o simplcment 7'CR.
El complex TCR/CD3 s'activa quart reconeix
('antigen fora en el context de molecules MHC.
Aquestcontactccel•lula-cel•lulaes pot mimetitzar
in vitro emprant anticossos especifics contra la
part extracel•lular de les cadenes proteiques que
constitueixen el complex. Aixi, per exemple, el
tractament de cel•lules Ten cultic amb un anticos
monoclonal dirigit contra lit cadena e es molt
emprat per it la activaci6 del TCR. En a(Iuestes
condicions, no cal lit participaci6 de molecules
accessories si be el Iligatge (entrecreuament)
conjunt amb anticossos contra el TCR/CD3 i
contra el CD4 to el CD8) d6na coin it resultat unit
amplificaci6 en la resposta d'activacio.
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SINTESI I DEGRADACI6 DEL
COMPLEX TCR/CD3
EIs sis components del complex TCR/CD3
s'engalzen at reticle endoplasmatic abans d'esser
transportats cap a la superficie de la cel•lula.
L'expressio del TCR/CD3 requereix I'encaix de
les sis cadenes amb la disposicio adient. L'encaix
segueix un ordre preestablert i la cadena
^
es
I'tiltinia d'afegir-se at complex. L'encaix parcial
d6na ]loc it 1'aparici6 de cadenes senzilles o
complexes incompletes que son retingudes al
reticle endoplasmatic. Quan aquestes cadenes
son assajades en els vectors d'expressio adients,
es pot demostrar que tres d'elles ((x, (3 i 8) son
susceptibles d'esser degradades per proteolisi.
Les altres tres (y, £ i ^) son metabblicament
estables i poden rontandre at reticle endoplasmatic
per periodes de temps molt perllongats. Tant
I'encaix corn lit degradacio ocorren al reticle
endoplasmatic, ones troben proteases i tambe els
enzims que contribucixen at plegament correcte.
Hi ha hagut un seguit d'estudis que demostren
que I'estructura primaria (Ia segiiencia) de les
cadenes determina la seva susceptibilitat a la
proteblisi i/o retencio al reticle. Per polar un
exemple, Wileman et a!. (1990) han demostrat
que la cadena 0 conte, en el scu fragment de
transmembrana, un determinant estructural de
proteblisi pre-Golgi. Es molt interessant el fet que
els enzims que participen en lit degradacio de la
cadena 0 son ciste-ma proteases. En Lin excel-lent
article, Mallabiabarrena et al. (1992) demostren
que el CD3-e to un senyal de retenci6 at reticle
que en amagar-se quan es produeix I'encaix
correcte de totes les cadenes, permet ('expressio
del TCR en lit superficie. Tots els aspectes mes
interessants de lit degradacio proteica en el reticle
endoplasmatic han estat recoil its en unit magnifi-
ca revisio de Klausner i Sitia (1990).
Les molecules del CD3 i ^, son necessaries
per a I'encaix correcte del complex TCR/CD3 i el
seu transport it lit superficie. Aixo ha estat
demostrat amb construccions quimeriques que
contenen, per exemple, el domini citoplasmatic
de c i la part intramembrana i extracel-lulard'altres
receptors corn el d'interleucina 2 (IL-2) o be de
CD8, CD4 o CD 16. Aquestes quimeres apareixen
en la superficie de les cel • lules, independentment
de 1'expressi6 del TCR.
TRANSDUCCIO DEL SENYAL: UN JOC
D'INTERACCIONS ENTRE PROTEINES
QUINASES, PROTEINES FOSFATASES I
PROTEINES G
L'activacio del limfbcit T mitjancant el re-
ceptor TCR pot esser mimetitzada per construc-
cions del tipus quimera, en les quals es construeix
una mol ecula proteica que to la part extracel•lular
d'una de les cadenes, ]a (3 per exemple, i la part
citoplasmatica de I'altra. Tanmateix, cons-
truccions de les indicades rues amunt, es it dir, que
contenen la part extracel•lular de CD4, CD8,
CD 16 o del receptorde IL-2 i la part citoplasmatica
de
^
son funcionals quant a la possibilitat
d'activacio de cel•lules T. L'activacio d'aquestes
quimeres amb anticossos monoclonals o amb la
IL-2 dona Iloc a molts dels esdeveniments inicials
i posteriors caracter%stics de ]a activacio
mitjan4ada per TCR/CD3 (Irving i Weiss, 1991,
Letourncur i Klausner, 1991, Romeo i Seed,
1991). Aix6 suggereix que ^ serveix per a
I'acoblament del TCR a la maquinaria intra-
cellular de transduccio del senyal. Aquest fet
sembla logic, ates que la cadena ^ es la que to ]a
cua mes Ilarga de totes (vegeu la fig. I ).
Sorprenentment, un seguit d'experiments en
diferents laboratoris han demostrat que la cadena
CD3-e to funcions molt similars it lit de ^. La
reconstituci6 de la expressio del TCR en un
hibridoma T ha demostrat que poden existir
complexos TCR/CD3 funcionals amb una ^ sense
la part citoplasmatica (Wegener et al., 1992,
Hermans i Malissen, 1993). Tambe receptors
quimerics amb la part intracellular de CD3-e
expressats en hibridomes T han estat capayos de
transmetre el senyal (Letourneur i Klausner, 1992).
Si be la utilitat de c per a la expressio del complex
a la superficie es clara, els esmentats experiments
han questionat la utilitat de c en els mecanismes
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de la transducci6 del senyal. La identificaci6 do
dominis funcionals similars en ^ i CD3-e, que s6n
molecules estructuralment diferents, ban
demostrat que hi ha redundancia en Ia funci6 de
i e (Letourneur i Klausner, 1992; Romeo et al.,
1992, Irving e ta!., 1993). En un futur sera possible
trobar funcions mitjancades per c o per CD3-e,
pero a hores d'ara totes les funcions assajades
poden esser mitjangades indistintament per ^ o
per CD3, tant en el cas de I'entorn TCR/CD3 com
amb construccions quimeriques.
Una sequencia que va trobar Reth (1989) esta
present en CD3-y, CD3-S i ^ i sembla responsable
de lacapacitat de transducci6del senyal d'aquestes
cadenes. La sequencia to sis aminoacids molt
acuradament espaiats (D/E,I X 17 D/
EXXYXXLI X I7YXXL/I) i esta present en altres
unitats de transducci6com el receptor del limfbcit
B dins la part citoplasmatica de Ies cadenes Ig-a
i Ig-b. La sequencia existeix com it copia senzilla
en CD3-y, CD3-8, i per triplicat it ^. La cadena
CD3-c to part de lit sequencia Reth anib unit
substitucio Leu per lie (YXXIIXI7YXXL).
A la sequencia Rcth hi ha dues tirosines
espaiades deu posicions que son imprescindibles
per la seva funcio. La mutagenesi dirigida de
qualsevol de les dues tirosincs a la quimera Taq-
c aboleix la secreci6 d'IL-2, i la mutaci6
conservativa Tyr per Phe a lit primera sequencia
Reth de ^ elimina la funci6 citolitica i lit resposta
de calci en limfbcits T activats. La susceptibilitat
de les tirosines citoplasmatiques it esser
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fosforilades per les tirosina quinases condueix,
d'una manera natural, a la hipotesi que la
transduccio del senyal a traves del TCR/CD3
comenca amb ('activacio d'una (o mes) tirosina
quinasalesi. Cal afegir que la mutacio de les
leucines o isoleucines fa perdre la funcionalitat,
per la qual cosa la sequencia s'anomena inotiu
d'activaci(i hasat en tirosines i leucines to
isoleucines) (TAM). En aquest article utilitzarem
I'abreviacio ARAM, que prove de 1'expressi6
anglesa arrtigen recognition activation motiv
(Samelson i Klausner, 1992, Weiss, 1993).
FOSFORILACIO DE c I DE CD3
La fosforilacio en tirosines de la cadena c ha
estat ampliament estudiada. Mitjangant la tecnica
de fosforilacio en cel•lula permeabilitzada,
desenvolupada per Sancho et al. (i tambe per
transferencia Western i deteccio amb anticossos
antifos-fotirosina), es possible mesurar un
increment notable de fosforilacio de ^ quan la
CO •Iula Ts'activa. L'activacioperantigen icel•lula
presentadora de ]'antigen o emprant anticossos
monoclonals contra cadenes del TCR o CD3
dona resultats semblants. La fosforilacio en
tirosines de ^ condueix d'una manera immediata
a preguntar-se quina es la tirosina quinasa que
fosforila la molecula. A hores d'ara hi ha trey
candidates: p591"', p56tcck i ZAP-70.
Els estudis de fosforilacio de CD3 son encara
molt prcliminars si be recentment s'ha indicat la
fosforilacio in vivo de CD3-e treballant amb
limfocits T de sang periferica (Sancho et al.
1993h). La activacio mitjangada pel TCR indueix
foslorilacioentirosinade CD3-c. ambunacinetica
similar a la de ^, si be un fet diferencial es que
depcn de I'expressio en la superficic de CD3-s, la
qual cosa no cal per a la fosforilacio de ^. La
fosforilacio es du a terrne en el domini similar a
Reth que to la cua citoplasmatica de CD3-e i
encara no es coneixen quines poden esser les
quinases responsables. Aquestes dades indiquen
que la t•osfori laci6 de CD3-e servei x, conjuntament
amb la de ^, per a I'acoblament del TRC-CD3
amb les molecules efectores de la cascada de
transduccio i transmissio del senyal en ]a
cel•lula T.
FYN
Anomenemfyn a un membre de la famflia src
de les tirosina quinases. La primera prova directa
de la participacio de fyn en la transduccio del
senyal ha estat la coprecipitacio amb el TCR
(Samelson etal. 1990). Tanmateix la transfeccio
conjunta del cDNA de CD3-c i fyn en cel•lules
COS-1 ha produit, en entrecreuar la part
extracel•lular de les quimeres amb anticossos
monoclonals, nivells notables de fosforilacio de
^, i de PLC-gI i tambe la mobilitzacio de calci
(Hall etal. 1993). L'activacio de cel•lules T dona
hoc a ]'increment de I' acti vitat quinasa defvn i, al
contrari, l'absencia de fvn dona lloc a una
transduccio del senyal disminuida. Sembla doncs
que p59f'n fa comunicar ^ amb el camf que
condueix a 1 `activacio de la fosfolipasa C gamma-
I (PLC-gl). Com es ben sabut, la PLC-gI
hidrolitza els fosfolipids i dona fosfatidilcolina i
diacilglicerol, que condueixen cap a la mob-
ilitzacio de calci. Cal assenyalar que amb
experiments fets amb ratolins deficients del gen
(tyn knockout) sembla que la quinasa es mes
important en subpoblacions de timocits madurs,
com els trobats a la sang circulant, que son CD4+
o CD8+ (single positives) (Appleby et al. 1992,
Stein et al. 1992).
LCK
Anomenem Ick a un altre tambe membre de
src i, forca especific de eel•lules T. Te tendeneia
a associar-se amb els correceptors, o molecules
auxiliars, CD4 o CD8. Estudiant ('activacio de
cel•lules T, s'ha demostrat que hi ha una resposta
sinergica quan es fa conjuntament per via TCR i
CD4 (o CD8). De fet, aquesta es la manera mes
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fisiologica, ates que CD4 o CD8 reconeixen part
de les molecules MHC expres-sades en la
superficie de la cel•lula presentadorade 1' antigen.
Hi ha dues hipotesis per explicar aquest fet. Una
es que les molecules auxiliars augmenten I'afinitat
TCR-antigen, i l'altraque es facilita l'aproxiinaci6
de Ick (ancorat a CD4 o CD8) als dominis
citoplasmatics del TCR/CD3. L'aproximaci6 fi-
sica pot facilitar la fosforilacio de cadenes del
TCR/CD3 per Ick, que, a la vegada, augmenta la
seva activitat quan el limfocit s'activa.
Els estudis genetics han donat la prova defini-
tive de la importancia de Ick en els mecanismes
d'activaci6 dels limfocits T. En dos models
experimentals de cel•lules mutants que no
responen per via TCR, s'ha demostrat que el
defecte esta en el gen de Ick (Molina et al. 1992;
Karnitz et al. 1992).
ZAP-70
Respecte a ZAP-70 val a dir que es una
protefna que, en experiments de fosforilacio de ^
en cel•lules T activades, coprecipita amb c, i es
possible la seva detecci6 perque tambe experi-
menta fosforilaci6 en tirosina. De fet, el nom
ZAP-70 prove de la seva associaci6 amb ^ (zeta
associated protein) i del seu pes molecular (70
kD). Recentment, ZAP-70 ha estat clonada, i la
seva capacitat de fosforilar en tirosines ha estat
demostrada (Chan et al. 1992). La protefna es
molt especifica de cel•lules limfoides perque
nomes es troba en quantitats apreciables en
limfocits T i en cel•lules NK (de natural killer).
S'ha demostrat, treballant amb constructions
quimeriques, que ZAP-70 es pot associar a
fragments ARAM fosforilats en tirosina i la seva
activitat coin a quinasa s'incrementa quan les
cel•lules s'activen (Irving et al. 1992). Sembla
que la interacci6 de ZAP-70 amb ^ depen de la
coexpressi6 de !ck o de fvn, per la qual cosa
aquestes dues tirosina quinases poden modular
tant la interacci6 de ZAP-70 i ^ coin la activitat
quinasa de ZAP-70 (Weiss, 1993).
CD45
Va passar molt de temps des del descobriment
de CD45 a la superficie del limfocit fins it saber
que era una protefna amb activitat tirosina fosfatasa
(Tonks et al., 1988; Charbonneau etal., 1988). La
seva participaci6 important en els mecanismes
d'activacio dels limfocits T ha estat ampliament
demostrada (Ledbetter et al., 1988; Pingel i
Thomas, 1989; Koretzky et al., 1991). En parti-
cular, Koretzky et al. (1990) han demostrat que
CD45 es essential per a I'acoblament del TCR/
CD3 amb la ruta del fosfatidilinositol. Es proba-
ble que CD45 actui sobre diversos substrats. fn
i lck entre d'altres. Sembla que tart fvn coin Ick
tenen una forma fosforilada inactiva quc Cs
converteix en activa per l' acci6 fosfatasa de CD45
(Mustelin i Altman, 1990). La fosforilacio d'una
tirosina a 1'extrem C terminal fa que la molecula
es plegui sobre si mateixa i amagui el centre actiu.
Aixi es postula que, quan la cel•lula T s'activa la
desfosforilaci6 d'aquesta tirosina fosfat, d6na
Iloc a la forma quinasa (de fvn o lck) activa.
Aquest pot esser el moti u pel qual Ia cotransfeccio
deCD45 amb ^ ifyn incrementa mes la fosforilaci6
de c i la mobilitzaci6 de calci en els experiments
de Hall et al. (1993) descrits abans. Es possible
que CD45 no sigui l'unica fosfatasa que actui en
els mecanismes de transducci6 del senyal
mitjan4ades pel TCR.
PAPER DE LES PROTEINES G
Launi6d'agonistesalTCRindueixunarapida
hidrolisi de fosfatidilinositols i d6na fosfatidil
inositol trisfosfat (1P3), que mobilitza el calci
intracel•lular,idiacilglicerol,queactivalaproteina
quinasa C (Berry i Nishizuka, 1990). La hidrolisi
es du a terme quan la fosfolipasa C-g I quc es
troba a limfocits T s'activa. En aquest proces
estan involucrades protefnes G heterotrimeriques,
que estan compostes per les subunitats a, (3 i 7
(vegeu la revisio de Gukovskaya, 1991). A mes
del fet que aquesta mobilitzaci6 es possible per
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I^ua^k:^ 2. Comparacio de la part citoplasmatica de ]es seyuencies de ^ humana amb ^ de ratoli. Tambe es mostren
les scyiiencies d'altres membres d'una mateixa famflia, com era la cadena
^
(substinieix ^ en alguns opus
cel^lulacs) i la FceRly(part del receptur d'alta afinitat per [gE), ambdos de ratoli (amb elsubindex m de mouse).
Hi ha un usterisc a la posiciu lisina 128 de ^ humana yue torma un enlla^ amb el GTPoxi (Peter et al., 1992). Les
arccs umbrcjades curresponen (de dell a baix) a les seyuencies A. B i C descrits per Romeo et ul. (1992 ), i que
es denominen ARAM (per antigen rcrugnition activation motiv) per Weiss (1992). Les seyuencies hen estat
excretes de: Weissman et al. (1988x) (^ humana), Weissman etal. (1988b) (^ de ratoli), Jin e/ al. (1990) (t^ de ratoli)
i filank rr u/. (1989) (Fc^Rly de ratoli). La part C-terminal de la cadena
^l es mostra incomplete.
mecanismes que semblen independents d' aquests
protc^ines G classiques, hi ha tot un camp
d'investigaci6 que relaciona la Uansduccio del
scnyal a travel del TCWCD3 amb altres opus de
protc^incs G.
EI productc de 1'oncogcn ras, 1'anomenat
p21'^"^`, difcreix estructuralmcnt de les proteines
(. hcteroU^imeriques perm tc cn comu amb elles el
fct yue uneix GTP, i la levy funci6 es objecte
d'una intense investigacio. La transmissio del
scnyal per via TCR amb I' activacio de la prote^na
yuinasa C, produeix la fosforilacio en la serina de
divcrsos suhsh<its que, alhora, activen mecanismes
de transduccio dependents de p21'^`^^` (Downward
et al., 1990).
Molt rccentment, Peter, al laboratori de
Terhorst, ha desenvolupat una tecnica per a la
identificacio de prote^ines G amb capacitat
d'interactuar amb el TCR/CD3. La tecnica
amsisteix en la unio covalent d'una forma modi-
ficada de GDP o GTP a la protema en estudi, i es
va denominar lecnica del GTPo.ai (Peter et al.,
1992). El marcatge amb GTPoxi es va emprar
amb exit per a la identificacio de la propia cadena
com a protema capa^ d'unir GTP. Aixo va
soiprendre molt, ales que ^ no es analogy a cap
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altra protema G coneguda. Per aquest motiu, la
regio d'interaccio amb GTP es va esbrinar
mitjancant un mapa fet per mutagenesi dirigida,
i es va concloure que el GTP s'uneix molt a prop
de I'tiltim ARAM present en la molecula de
(vegeu la fig. 2). El paper fisiologic d'aquesta
interaccio no es coneix a hores d'ara, pero tot fa
suposar que aquest tercer ARAM present en la
cua citoplasmatica de ^ fa funcions uniques que
difereixen de les que fan els altres dos ARAM de
^ i els similars trobats en altres cadenes del TCR/
CD3. No hi ha cap motiu similar d'unio de GTP
a cap altra de les cadenes del complex TCR/CD3.
Hi ha la possibilitat que el paper de ^ corn a
protema G sigui Ia d'interactuar i, fins i tot,
activar la fosfolipasa C o la fosfatidilinositol 3
(P13) quinasa. Aquesta possibilitat deriva de la
demostracio, que tant la fosfolipasa C (Dasgupta
et al., 1992) com la quinasa P13 (Exley et a/.,
dades en preparacio) coprecipiten amb ^. La
confirmacio d'aquesta hipotesi es molt dificil, i
fins i tot no es pot garantir que aquestes
coprecipitacions no siguin directes pero amh el
concurs d'altres protemes, com ara quinases i
protemes G.
GTP-binding of the c chain
Cell:
OKT3 st. (min):
J-32 J-32-3.2
0 1 1 5 1 15 1 30 0 1 1 5 1 15 1 30
Lanes : 1 2 3 4 5 6
Cell:
.~ as
7 8 9 10
Blotting with anti-PTyr mAb PT-66
J-32 J-32-3.2
OKT3 st. (min) 1 0 1 5 1 15 30 0 1 5 1 15 30
4NDMW 40
Lanes : 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
FGURA 3. Fosforilaciu (quadre interior) i marcatge amb GTPoxi (quadre superior) de ^ en crl-luIes humanes T
salvatges Jurkat J32 i en mutants J32.3.2. Les cel•lules Toren activades per incubaci6 amb I'anticos monoclonal
anti-CD3 (OKT3) per diferents intervals de temps. Es mostra la handa de ^ fosforilada o marcada amh I "PIGTPoxi
obtinguda per electroforesi. Figura presa de Sancho el al. (1993a), amb permis de J. Inununol.
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Fua Ra 4. Marcatge anlh GTPoxi de cel-lules T de ratoli que manifesten la cadena ^ sencera (quadre superior) o
truncada : ^D66- 1 14 (quadre inferior ). La resolucio de les bandes marcades ha estat feta per electroforesi
hidimensional en els gels de poliacrilamida . La taca que apareix per sota de la diagonal correspon a la cadena c
sencera ( quadre superior ) o truncada ( quadre inferior).
Ha estat molt interessant descobrir que el
marcatge amb GTPoxi augmenta quan lit cel•lula
T s'activa. Aixb vol dir quc l'intercanvi entrc el
G'1'Pendogen unit a la moleculade ^ i el [J'`P]GTP
afegit s' incremcnta amb I'activacio per via TCR.
La cinctica d' increment de marcatge amb GTPoxi
anth el temps d'activaci6 es dona paral•lelament
a la losforilaci6en latirosinade ^, amb on maxim,
per a amhd6s processos, entre 5 i 15 minuts. En
cap experiment no ha estat possible esbrinar si la
f0sf0rilaci6 es previa a ('augment d'intercanvi
amb I3_2P]GTP o si es it I' inreves. Per la mateixa
rao, no es concix de moment si la fosforilaci6 de
c es una consequencia de la hidrolisi del GTP o si
aqucsta es consequencia de la fosforilacio. En el
mutant J32.3.2 de la Iinia IeucemicaJurkat, tant la
fosforilaci6 com el marcatge amb GTPoxi estan
disminuits per lit quad coca se suposa clue un
proces es consegtiencia de 1'altre o que ambdos
depcnen dc I'activaci6 mitjancant una tercera
moiecula (vegeu lit fig. 3) (Sanchoetal., 1993 a).
Una altra correlaci6 de la capacitat do c per
unir GTP i la seva capacitat de transduir el senyal
s'ha trobat treballant amb cel•lules derivades de
limfoma i transfectades amb diferents versions de
^: la salvatge, la ^A66-114 (escindida entre els
aminoacids 66 i 114) i la cA66-157 (truncacio
entre els aminoacids 66 i 157). La construccio
salvatge to els tres ARAMS intactes, la cA66-1 14
to un ARAM i mig (e] sencer es el tcrcer, amb el
domini d'uni6 a GTP intacte) i la zA66-157 no en
to cap (vegeu la fig. 2). Si s'estudia la transduccio
del senyal, tenim que es mes efica4 la construccio
salvatge de ^, pero el mutant ^A66-1 14 to cncara
la capacitat de transduir el senyal, la qual cosa es
perd en el mutant cA66-157. Pel quc fa al marcatge
amb ]32P]GTPoxi, es va trobar la banda caracte-
ristica de 17 kD corresponent a la ^ salvatge i la
de 12 kD corresponent al mutant zA66-1 14 (vegeu
la fig. 4), pet-6 no es va trobar cap quan es va
trehallar amb el mutant cA66-157 (Franco et al.,
1994).
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Amb totes les dades it I'ahast cs encara d'hora
per establir una hipotesi definitiva de corn es
produeix I'activaci6 mitjancant el TCR/CD3.
Weiss (1993) ha postulat que, en la cascada
d'activaci6, fyn i Ick estan mes mmunt que ZAP-
70. Aixf, quart la cel'lula T s'activa, s'activen Ick
i/o fvn, que fosforilen ^ (i potser v) en residus
tirosina dels ARAM. Aleshores, les fosfotirosines
serveixen d'ancoratge per als dominis SH2 de
ZAP-70, que ara, per proximitat espacial, es sus-
ceptiblede fosforilacio (i d' activac io concomitant)
per Ick (o fvn). La cascada de fosforilacions,
interaccions mitjancant dominis SH2 i SH3 i
activacions s'arnplifica i produeix el seguit
d`esdeveniments propis de les cel'lules T
activades: mobilitzaci6 de calci, produccio d'IL-
2, expressio de receptors d'1L-2, etc.
En aquesta segiiencia en que participen les
cues de les cadenes del TCR/CD3, algunes
quinases, alguna fosfatasa, com CD45 i un munt
de proteines efectores, les proteines G poden
participar en molts Rocs. La dificultat de trehallar
amb proteines G fa que no es conegui amb exac-
titud quips son aquests Rocs. Una possibilitat
molt factihle es que c i la seva capacitat per unir
GTP siguin molt importants en les etapes initials
do l' acti vacio. Cenciarelli et al. (1992) han descrit
que, en el proces d'activacio de les tirosina
quinases que fosforilen ^, hi participen proteines
d'uni6de GTP. Cal destacarque el marcatge amb
GTPoxi de la cadena ^ ha permes establir que la
seva capacitat d'unio a GTP es correlaciona amb
lafosforilacioen tirosines de c. Encapexperiment
no ha estat possible separar els dos fenomens: a
mes fosforilacio, mes uni6 a GTP. Fins i tot
trehallant amb el mutant J32.3.2 de la linia
leucemica Jurkat, es produeix una important
reducci6 tant de la fosforilaci6 en tirosina de c
con) del marcatge amb GTPoxi. Aquest fenomen
no es degut it una mutacio cn Ick o fin ja que
aqucstes dues quinases s'activen normalment si
la cel'Iuia J32.3.2 s'activa per mecanismes
alternatiusquecircumval•lenel TCR. Una hipotesi
molt atractiva ha estat emesa molt recentment per
Franco et al. (1994 ), que postulen que el lligatge
del TCR/CD3 produeix un canvi conformational
de ^ que es dependent de GTP, i d6na cone it
resultat una major susceptihilitat per it la
fosforilacio de ^ per quinases . Si aixb fos cert, el
mecanisme de transduccio del senyal comen4 aria
amb una protema G (^) i continuaria amb la
cascada de fosforilacions , activacions i
interactions protema- protema. D'alguna manera
el mecanisme seria similar al d'activacions
d'adenilat ciclasa mitjangant el concurs de
proteines G heterotrimeriques classiques. Un fet
diferencial seria que la prote 'ina G no classica
pertanyeria al mateix receptor i seria susceptible
de participar en les cascades de fosforilacions i
interacci6 amb altres proteines.
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